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La presente invention concerne principalement des particules revetues au 
moins partiellement en surface de hyaluronane ou derive et T utilisation de ces particules k 
titre de vecteurs biologiques pour des matures actives. 

La vectorisation est une operation visant a moduler et si possible k totalement 
5 maitriser la distribution d'une substance, en l'associant a un systeme approprte appete 
vecteur. 

Dans le domaine de la vectorisation, trois fonctions principales sont k assurer : 
- transporter la ou les matieres actives dans les liquides biologiques de 

Torganisme, 

10 - acheminer les matieres actives vers les organes k traiter, et 

assurer la liberation de ces matieres actives. 
A ces trois fonctions, s'ajoute une exigence de biodisponibilite du vecteur. II 
doit etre biodegradable et ses sous-unitfe doivent etre tolerees par Porganisme. 

En fait, le devenir in vivo du vecteur est condition^ par sa taille, ses 
15 caract£ristiques physico-chimiques et, en particulier, ses proprietes de surface qui, d'une 
part jouent un role determinant avec les composants du milieu biologique et, d' autre part 
peuvent induire un comportement cibl£ vers un site spScifique a traiter. 

Les vecteurs biologiques, plus particulierement concern£s dans le cadre de la 
presente invention, appartiennent au domaine des particules, notamment nano- et micro T . 
20 particules. 

Des nano-particules et micro-particules de poly(acide lactique) (PLA) et/ou de 
polyester biodegradable dont les produits de degradation sont des metabolites naturels d'un 
organisme humain, sont proposees depuis longtemps pour vectoriser des molecules 
bioactives pour differents types d' administration. Cependant, le caractfcre hydrophobe de la 
25 surface de ces particules ainsi que la presence de groupes carboxylates (extremit6s des 
chaines de PLA) entrainent une adsorption de prolines plasmatiques, les opsonines, 
responsables en particulier de la capture des particules par les cellules du Systeme des 
Phagocytes Mononucle6s (SPM). II en r£sulte une disparition rapide des particules du 
volume circulant en m6me temps qu'une accumulation dans les organes du SPM (foie, 
30 rate, reins). 

La presente invention a notamment pour objectif de proposer de nouvelles 
particules poss6dant une duree de vie prolong6e et particulierement avantageuses pour 
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vehiculer des matieres actives biologiques ou synthetiques, int&ressantes dans le domaine 
de la rhumatologie. 

Dans ce domaine clinique, le praticien est souvent confronte a des pathologies 
inflammatoires et/ou degeneratives qui engendrent, a plus ou moins long terme, des 
degradations parfois irreversibles du cartilage. Outre des traitements non sp6cifiques a base 
d'antalgiques et d'anti-inflammatoires non st6roidiens, on peut avoir recours, entre autres, 
a des injections locales de corticoi'des. Les doses 61ev6es de corticoldes utilises dans ce 
cas de figure peuvent, toutefois, induire des effets indesirables non negligeables. Par 
ailleurs, il est g6n£ralement necessaire de multiplier ces injections en raison d'une action 
bendfique trop r&Iuite. 

L' administration de ce type de matieres actives par Pintermediaire de 
particules serait done une alternative particulierement avantageuse aux therapies 
conventionnelles. 

En ^occurrence, la presente invention vise notamment h proposer un vecteur de 
type particules qui, d'une part est biodegradable et approprie au relargage contrdte d'une 
matiere active et, d' autre part est capable de cibler efiicacement la liberation de cette 
mattere active au niveau des cellules tissulaires et plus particulierement des cellules 
poss^dant des recepteurs sp6cifiques aux hyaluronanes, encore denommSs CD44. 

Ces r6cepteurs sont notamment presents au niveau des cellules de la sphere 
articulaire comme par exemple les chondrocytes et les synoviocytes. Les chondrocytes sont 
des cellules impliquees dans la synthese de la matrice cartilagineuse. Elles gferent 
egalement le maintien de Phom£ostasie du cartilage. Les synoviocytes qui sont des cellules 
localises dans la membrane synoviale, sont pour leur part impliquees dans la synthase du 
hyaluronane dans le liquide synoviale. 

De manfere inattendue, les inventeurs ont mis en Evidence qu'il Stait possible 
de cibler efficacement le relargage d'une matiere active encapsulee dans des particules vers 
des cellules possedant notamment ce type de recepteur, en les fonctionnalisant en surface 
avec du hyaluronane. 

Un premier aspect de Pinvention concerne done des particules dont le cceur est 
a base d'au moins un polym&re organosoluble biodegradable, caracteris6es en ce qu' elles 
sont revetues, au moins partiellement en surface, de hyaluronane ou de Tun de ses d6riv&. 

L'acide hyaluronique est un polysaccharide naturel constitu£ par une 




succession de motifs disaccharidiques N-acetylglucosamine/acide glucuronique et dont les 
solutions aqueuses ont une viscosite elevee. II est present notamment dans le cordon 
ombilical, dans l'humeur vitree et dans le liquide synovial. II est egalement produit par 
certaines bacteries, notamment par des streptocoques hemolytiques des groupes A et C. La 

5 masse molaire de l'acide hyaluronique peut varier de 1 0 000 a 10 000 000 g environ, selon 
l'origine. L'acide hyaluronique est commercialise notamment sous la forme de son sel de 
sodium (encore denomme hyaluronate). On utilise le terme generique « hyaluronane » pour 
designer indistinctement l'acide hyaluronique et les hyaluronates, notamment sous la 
forme de sels inorganiques ou organiques et en particulier les sels alcalins et/ou alcalino- 

10 terreux. 

Plus particulierement, ce hyaluronane peut etre mis en oeuvre sous la forme de 
l'un de ses derives, en particulier un hyaluronane amphiphile et hydrosoluble. II peut 
notamment s'agir d'un hyaluronane dont les fonctions carboxyliques sont en partie 
transformees de maniere a figurer des groupements hydrophobes. Cette transformation est. 
15 effectuee a un taux suffisant pour conferer un comportement amphiphile audit 
hyaluronane. 

La transformation des fonctions carboxyliques du hyaluronane peut par 
exemple etre obtenue par une esterification et/ou amidification partielle de ces fonctions.. 
De tels derives sont notamment decrits dans FR 2 794 793 . 
20 Les groupes hydrophobes peuvent notamment deriver de 1' esterification des" 

fonctions carboxyliques par au moins un groupe choisi parmi : 

- des chatnes alkyles, lineaires ou ramifi6es, saturees ou insaturees, pouvant 
etre interrompues par un ou plusieurs heteroatomes comme les atomes de S, O et N, et le 
cas echeant, substitutes par au moins un noyau aromatique, et 
25 - des oligomeres comme ceux derivant des a-hydroxyacides. 

Les chaines alkyles peuvent posseder un nombre d'atomes de carbone 
superieur a 5 et notamment superieur a 10. Toutefois, dans le cas particulier ou une telle 
chaine est substitute par un noyau aromatique, son nombre d'atomes de carbone peut etre 
recluit. 

30 Le taux de transformation est generalement ajuste de maniere a preserver une 

hydrosolubilite suffisante au derive hyaluronane amphiphile ainsi obtenu. 

II est egalement contrdle en tenant compte de l'hydrophobie des groupes fixes 
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sur le hyaluronane. 

D'une maniere g&ierale, concernant les chaines alkyles, plus la chaine est 
longue, plus le taux de fixation au niveau du squelette hyaluronane pourra etre faible. 
Inversement, avec des chaines alkyles courtes, le taux de fixation pourra £tre plus Sieve. II 
est clair que cet ajustement entre le taux de fixation et la longueur des chaines alkyles 
reieve des competences de Phomme de Tart, 

A titre indicatif, pour une chaine alkyle contenant environ 18 atomes de 
carbone, le taux d'esterification peut etre d'au plus 10 %, voire inferieur a 7 % et, 
notamment inferieur a 6 % et en particulier compris entre 0,05 et 5 %. Pour une chaine 
alkyle a 12 carbones, ce taux d'est&ification peut etre supdrieur ou 6gal k 25 % et pour une 
chaine alkyle de 6 carbones, il peut £tre de Tordre de 50 %. 

Le taux de transformation est egalement ajuste de manure a ne pas affecter 
TaffinitS naturelle du hyaluronane pour les recepteurs CD44. 

La presence de hyaluronane en surface de particules est particuliferement 
avantageuse pour les diriger s&ectivement vers les recepteurs CD44 presents notamment 
sur les cellules de la sphere articulaire. Gr&ce a cette enveloppe hyaluronane, les particules, 
selon Tinvention, utilisees k titre de vecteur biologique pour une matiere active biologique 
ou synthetique permettent avantageusement de cibler efficacement la liberation de cette 
matiere active au niveau des cellules a recepteurs CD44, par exemple des chondrocytes 
et/ou des synoviocytes. II en resulte une action controls et prolong6e de cette mattere 
active au niveau de la lesion vis6e. Ce dernier aspect est particulierement interessant pour 
le bien-6tre du patient, dans la mesure ou il donne acces a une meilleure disponibilite du 
medicament et done, permet de reduire les quantity administr6es et leur frequence 
d'administration. 

La bioddgradabilite des particules revendiquees est, par ailleurs, egalement 
assume grace a la nature des polymeres qui les constituent. 

Au sens de Tinvention, on entend designer sous Tappellation « biodegradable » 
tout polymere qui se dissout ou se degrade en une p&iode acceptable pour P application a 
laquelle il est destine, habituellement en therapie in vivo. G6n6ralement, cette periode doit 
etre inferieure k 5 ans et plus preferentiellement a une annee lorsque Ton expose une 
solution physiologique correspondante a un pH de 6 k 8 et k une temperature comprise 
entre 25 °C et 37 °C. 
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Les polymeres biodegradables selon l'invention sont ou d6rivent de polymeres 
biodegradables synthetiques ou naturels. 

Concernant les polymeres biod6gradables organosolubles utilisables pour 
constituer le cceur des particules, Us peuvent notamment etre choisis parmi les polyesters 
5 comme les poly(acide lactique) (PLA), poly(acide glycolique) (PGA), poly(e-caprolactone) 
(PCL), les polyanhydrides, poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, poly(alkylene 
tartrate), polyphosphazenes, polyaminoacides, polyamidoamines, polycarbonates, 
polymethylidenemalonate, polysiloxane, le polyhydroxybutyrate ou le poly(acide maUque), 
ainsi que leurs copolymeres et derives. 
10 Selon une variante particuliere de l'invention, les particules revendiquees 

possedent une matrice polymerique incorporant au moins un polymere different du 
hyaluronane. Plus preferentiellement, elle sont constitutes d'un polymere autre que le 
hyaluronane. 

Sont notamment preferes comme polymeres organosolubles biodegradables 
15 selon l'invention, les polyesters comme les poly(acide lactique), poly(acide glycolique), 
poly(e-caprolactone), et leurs copolymeres, comme par exemple le poly(acide lactique-co- 
acide glycolique) (PLGA). 

Selon une variante particuliere de 1'invention, les particules sont compos6es 
majoritairement, voire en totalite, de poly(acide lactique). ;• 
20 Les particules selon l'invention, comprennent de pref6rence au moins une 

matiere active biologique ou synthetique de type medicament sous une forme encapsulee 

dans le cceur de polymere. 

Comme matieres actives biologiques, on peut plus particulierement citer les 
peptides, les proteines, les carbohydrates, les acides nucleiques, les lipides, les 
25 polysaccharides ou leurs melanges. II peut egalement s'agir de mol6cules organiques ou 
inorganiques synthetiques, qui, administrees in vivo a un animal ou a un patient, sont 
susceptibles d'induire un effet biologique et/ou manifester une activite th6rapeutique. II 
peut ainsi s'agir d'antigenes, d'enzymes, d'hormones, de recepteurs, de vitamines et/ou de 
mineraux. 

30 A titre repr6sentatif et non limitatif des medicaments susceptibles d'etre 

incorpores dans ces particules, on peut citer les composes anti-inflammatoires, les 
anesthesiants, les agents cbirmotherapeutiques, les immunotoxines, les agents 
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immunosuppresseurs, les stSroides, les antibiotiques, les antiviraux, les antifongiques, les 
antiparasitaires, les substances vaccinantes, les immunomodulateurs et les analg&siques. 

Dans la mesure ou les particules selon Pinvention sont avantageusement 
ciblees vers les cellules de structure tissulaires cotnme par exemple les chondrocytes et 
synoviocytes, on peut privilegier Putilisation a titre de matieres actives des composes 
suivants : les anti-inflammatoires, des composants matriciels comme par exemple les 
glycosaminoglycanes et des facteurs biologiques impliqu6s dans le processus de 
regeneration et/ou protection du cartilage. Les particules ont notamment pour avantage de 
proteger efficacement ce type de mattere active particulterement sensibles au ph&iomene 
de biodegradation. 

Les particules conformes k Pinvention peuvent comprendre jusqu'& 95 % en 
poids d'une matiere active. 

La mati&re active peut ainsi etre pr£sente en une quantite variant de 0,001 k 
950 mg/g de particule et pr£ferentiellement de 0,1 k 500 mg/g. II est a noter que dans le cas 
de Pencapsulation de certains composes macromoteculaires (ADN, oligonucleotides, 
prolines, peptides, etc) des charges encore plus faibles peuvent etre suffisantes. 

Les particules selon Pinvention peuvent poss£der une taille comprise entre 
environ 50 nm et environ 600 ym et notamment entre environ 80 nm et environ 250 |im. 

Les particules selon Pinvention poss&iant une taille comprise entre I et 
1000 nm sont denommees nanoparticules. Les particules dont la taille varie de 1 a 
plusieurs milliers de microns font reference a des microparticules. 

Les particules sont gen£ralement sous forme spherique, mais peuvent 
egalement se presenter sous d'autres formes. 

Les nanoparticules ou microparticules revendiqu6es peuvent Stre pr£par£es 
selon des methodes d6jk d6crites dans la litterature, et plus particxili&rement peuvent etre 
obtenues par la technique d' emulsion/evaporation du solvant et notamment celle d6crite 
par R. Gurny et al « Development of biodegradable and injectable latices for controlled 
release of potent drugs » Drug Dev. Ind. Pharm., vol. 7, p. 1 -25 1981 . 

De maniere inattendue, les inventeurs ont ainsi mis en evidence que les 
hyaluronanes amphiphiles precit<§s pouvaient avantageusement etre utilises a la place des 
tensioactifs conventionnels pour la preparation de particules selon la technique 
Emulsion/evaporation de solvant. 
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En fait, deux variantes de cette technique sont considerees selon la nature 
hydrophobe ou hydrophile de la matiere active a encapsuler. 

Lorsque que Ton cherche a encapsuler une matiere active hydrophobe, on 
prepare une simple emulsion. Pour ce faire, le polymere biodegradable choisi est dissous 
5 dans la phase organique, notamment un solvant peu soluble dans l'eau comme par exemple 
du chlorure de methylene ou de 1' acetate d'ethyle, avec la matiere active a encapsuler. Le 
hyaluronane amphiphile, est pour sa part dissous dans la phase aqueuse qui sert de milieu 
dispersant a la phase organique. A Tissue du melange de ces deux phases, le derive 
hyaluronane se localise a 1'interface eau/phase organique grace a ses proprietes 
10 amphiphiles et stabilise ainsi l'emulsion. Lors de l'evaporation du solvant organique, ies 
derives amphiphiles de hyaluronane demeurent avantageusement fixes a la surface des 
particules ainsi formees, les groupes hydrophobes etant ancres plus ou moins 
profondement dans le cceur de polymere organosolubles formant les particules et la partie 
hydrophile, correspondant principalement au squelette hyaluronane, etant exposee a la 
15 surface. A la fin de l'evaporation du solvant, on recupere des particules conformes a 
l'invention qui subissent ensuite un lavage a l'eau, une centrifugation ou une 
lyophilisation. 

Dans le cas ou la matiere active a encapsuler est hydrophile a 1' image des 
proteines et polysaccharides par exemple, on prepare une premiere emulsion de type huile, 
20 dans eau, composee d'une phase organique contenant le polymere organosoluble 
biodegradable et d'une premiere phase aqueuse contenant la matiere active. Cette emulsion 
dite inversee est ensuite mise en presence d'une seconde phase aqueuse contenant le deriv<£ 
hyaluronane amphiphile de maniere a obtenir une double emulsion eau/huile/eau vis-a-vis 
de laquelle le hyaluronane amphiphile joue le r61e de stabilisant. Apres evaporation du 
25 solvant, on recupere des particules conformes a la presente invention qui sont traitees 
comme precedemment. 

Les conditions utilisees lors de la preparation des emulsions determinent 
generalement la taille des particules et leur ajustement releve des competences de l'homme 
de 1'art. 

30 L'utilisation d'un d6rive hyaluronane a titre d'agent stabilisant dans ce type de 

procecle de preparation de particules est done particulierement avantageuse a au moins 
deux titres : 
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- die perniet de s'affranchir de la presence des agents tensioactifs 
systematiquement utilises dans les proc6des conventionnels. En Toccurrence, ces derniers 
ne sont pas toujours biocompatibles et parfois difficiles k eliminer en fin de synthase ; 

- elle conduit a Tissue de la synthase des particules, a un vecteur 
manifestant une affinite selective pour des cellules de structure tissulaires et plus 
particulterement pour des cellules de la sphere articulaire et en particulier pour les 
chondrocytes et les synoviocytes. 

La concentration de hyaluronane dans le milieu de synthese des particules, 
determine le taux de recouvrement des particules, c'est~a-dire la quantite de hyaluronane 
deposee k leur surface. Le d6riv6 hyaluronane est generalement reparti de manure 
homogene en surface des particules avec une densite surfacique pouvant varier de mani&re 
significative. 

On peut 6gaiement incorporer dans les particules, des composes a finalite de 
diagnostic. II peut ainsi s'agir de substances d6tectables par rayons X, fluorescence, 
ultrasons, resonance magn&ique nucleaire ou radioactivite. Les particules peuvent ainsi 
inclure des particules magnetiques, des mat&iaux radio-opaques, comme notamment le 
baryum ou des composes fluorescents. Alternativement, des emetteurs gamma (par 
exemple Indium ou Technetium) peuvent y etre incorpores. 

Comme decrit prec6demment, la mati&re active est de preference incorporee 
dans ces particules lors de leur processus de formation. Toutefois, lorsque cela s'avere 
possible, elle peut egalement Stre chargee au niveau des particules une fois que celles-ci 
sont obtenues- 

Les particules selon l'invention peuvent etre administrees de differentes fa?ons, 
par exemple par voie orale ou parent^rale et notamment par voies intra-articulaire, 
oculaire, pulmonaire, nasale, vaginale, cutan6e et/ou buccale. 

Les hyaluronanes presents en surface des particules selon l'invention, portant 
une multitude de fonctions OH r&actives, il est en outre possible une fois les particules 
formees, de fixer a ses fonctions toutes sortes de molecules par des liaisons covalentes. A 
titre illustratif et non limitatif de ce type de molecules, on peut notamment citer les 
molecules de type marqueurs et les composes susceptibles de potentialiser la fonction de 
ciblage assurSe par le hyaluronane, comme par exemple des peptides RGD (ai'ginine 
glycine - acide aspartique) qui favorisent P adhesion entre les cellules et leurs matrices 



extracellulaires. 

Un second aspect de T invention conceme un vecteur biologique notamment 
pour une ou plusieurs matiere(s) active(s) biologique(s) ou synthetique(s) comprenant au 
moins des particules selon l'invention. 

L'invention concerne egalement l'utilisation de ce vecteur, ou des particules 
revendiquees pour encapsuler au moins une matiere active, biologique ou synthetique. 

Un autre aspect de l'invention se rapporte a des compositions pharmaceutiques 
ou de diagnostic comprenant au moins un vecteur et notamment des particules selon 
l'invention, le cas echeant associe(es) a au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et compatible. 

Comme evoque precedemment, les particules revendiquees sont 
particulierement avantageuses sur le plan pharmaceutique ou du diagnostic. 

Elles assurent une protection satisfaisante de la matiere active encapsulee. Elles 
timitent la diffusion de cette matiere active dans l'organisme grace a l'effet sterique des 
particules en soi et a l'affmite naturelle du hyaluronane pour les recepteurs CD44. Elles. 
autorisent une liberation progressive de cette substance active a proximite de la lesion et/ou, 
des cellules visees permettant ainsi une action prolongee. Enfin, elles se degradent 
lentement en produits bien tol6res par l'organisme. 

Les particules peuvent egalement etre incorporees dans des capsules, our 
incorporees dans des implants, gels ou tablettes. Elles peuvent egalement etre formulees 
directement dans un fluide de type huile par exemple et 6tre injectees directement au 
niveau du site biologique a traiter. 

Un autre aspect de l'invention concerne l'utilisation de hyaluronane ou d6rive 
notamment de hyaluronane amphiphile tel que defini pr^cedemment a titre d' agent de 
ciblage en surface de particules, en particulier constituees d'au moins un polymere 
biodegradable ou de capsules, notamment creuses. Ces particules ou capsules peuvent 
notamment etre des nano- ou micro-spheres ou des nano- ou micro-particules. 

Les exemples et figures presentes ci-apres sont sounds a titre illustratif et non 
limitatif du domaine de l'invention. 
) FIGURES : 

Figure 1 : Representation de la proliferation cellulaire de chondrocytes de rats 
cultiv6s en systeme monocouche apres 48 h de traitement en presence de nanoparticules a 
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base de PLA (t6moin) et de PLA revetue de hyaluronane amphiphile. 

Figure 2 : Representation de la proliferation cellulaire et activite de synthese en 
proteoglycans, de chondrocytes cultiv^s sur billes d'alginate (culture tridimensionnelle) 
apres 48 heures de traitement en presence de nanoparticules a base de PLA (temoin) et de 
5 PLA revetue de hyaluronane amphiphile. 



MATERIEL ET METHODE 
Synthase des HA modifies 

10 A titre d'exemple, est decrite ci-dessous la synthase d'un hyaluronane substitue 

par des chalnes aliphatiques It 18 carbones. 

Le hyaluronate de sodium (HA, M w = 600 000 g/mol) provient de la Society 
Bioiberica (Barcelone, Espagne). 

1 g de hyaluronate de sodium est dissous dans 100 ml d'eau distillee. La 

15 solution est mise en contact pendant 15 minutes avec 5 g de resine Dowex 50*8 
echangeuse de cations conditionn<§e en if a 2,5 meq/g (stoechiometrie 1:6), Aprfes 
filtration, la solution contenant la forme acide du polysaccharide est neutralisee a pH 7 a 
Thydroxyde de t&rabutylammonium, puis lyophilisSe. On obtient ainsi le hyaluronate de 
t&rabutylammonium HA-TBA. 

20 1 g de HA-TBA est dissous dans 100 ml de dimethyisulfoxyde. 36 \xl de 

C] 8 H37Br sont ajoutes. Apres 24 h de reaction & 30 °C sous agitation, le melange est mis en 
dialyse : 1 jour contre eau distillee, 6 jours contre eau distillee + azide NaN3 (1/2500) puis 
1 jour contre eau distillee. Enfin, la solution dialys6e est lyophilisee. 

On obtient ainsi un derive du hyaluronate de sodium dont environ 4 % des 

25 fonctions carboxyliques sont esterifiees par des chatnes a 1 8 carbones. 



EXEMPLE 1 : 

Synthase et caracterisation de particules conformes a V invention. 
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A titre d'exemple, est donn6 ci-dessous le protocole de synthase de particules 
recouvertes du hyaluronate amphiphile HA-Ci 8 -1,3 % c'est-&-dire d'un polymere 
contenant 1,3 chalnes alkyle a 18 carbones pour 100 motifs glucose. 




Le poly(D,L-acide lactique) (PLA, M w = 106 OOOg/mol) et le dichoromethane 
(CH 2 C1 2 ) sont des produits Sigma-Aldrich (France). 

10 mg de HA-Cig-1,3 % sont dissous pendant 24 h sous agitation dans 10 ml 
d'eau distillee. On ajoute 1 ml de CH 2 C1 2 contenant 25 mg de PLA. Une emulsion huile 
5 dans eau stable est realisee par l'utilisation d'un vortex pendant 30 s puis des ultra-sons a 
une puissance de 10 W en mode pulse (50 % de cycle actif) pendant 60 s. Le solvant 
organique est ensuite 6vapore sous agitation, a temperature et pression ambiantes pendant 
2 h. La suspension aqueuse de particules ainsi obtenue est lavee a I'eau par 3 
centrifugations successives de 10 mn a 12 000 tr/mn. 
\q Les particules obtenues dans ces conditions ont un diametre moyen de 450 nm 

(diametre moyen en intensite, determine par spectroscopic a correlation de photons sur un 
appareil Malvern 4600). 

EXEMPLE 2 : 

15 F.valuation bioloeique in vitro des particules conformes a Pinvention. 

Des chondrocytes (cellules du cartilage) de rats obtenus apres digestion de 
fragments de cartilage par la pronase et par la collagenase, sont mis en culture dans du 
DMEM (Gibco BRL, RU) en presence de particules obtenues selon l'exemple 1 . 1 
20 Deux systemes de culture sont utilises : 

1) un svsteme en monocouche classique applicable a tous les types 
cellulaires et qui permet d'appr6hender les parametres generaux de biocompatibilite tels 
que la viabilite et la proliferation. 

Les chondrocytes sont repartis dans des plaques de culture a 24 puits a raison 
25 d' environ 100 000 chondrocytes par puits. Une suspension de nanoparticules recouvertes 
de HA amphiphile et synthetisees selon l'exemple 1, est preparee dans le milieu de culture 
DMEM de facon a avoir en moyenne environ 10 7 particules par ml. 1 ml de cette 
suspension est mis en contact avec les chondrocytes dans les puits de culture ce qui donne 
un ratio moyen d' environ 100 particules par chondrocytes. Le contact est maintenu 
30 pendant 48 h. 

La figure 1 montre qu' apres ce contact de 48 h avec des particules recouvertes 
de HA amphiphiles substitues a differents taux par des chaines a 18 ou 12 atomes de 
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carbone, la viability et la proliferation des chondrocytes sont similaires a celles obtenues 
avec le temoin. 

En revanche, on peut observer que dans ces conditions exp6rimentales, la 
presence des particules de PLA nues modifie significativement ces parametres. 
5 2) un svstem e tridimensionnel : dans le cas des chondrocytes, on complete 

l'analyse precedente par Tetude d'une culture dans des billes d'alginate de calcium qui 
sont enrichies ou non en particules confonnes a I'invention, afin d'appr^hender Tactivite 
de synthase des profeoglycanes du chondrocyte dans cet environnement nano ou 
microparticuiaire. 

10 Les culots cellulaires sont suspendus dans une solution d'alginate de sodium k 

2 % dans du NaCl sterile 0,9 % et contenant les particules recouvertes de HA, de fa9on a 
avoir approximativement 500 000 chondrocytes par ml et en moyenne environ 200 
nanoparticules par chondrocyte. La suspension resultante est alors d6pos<Se au goutte k 
goutte dans une solution de CaCl 2 100 mM a l'aide d'une seringue de 2 ml 6quip6e d'une 

1 5 aiguille 0,8x25, ce qui permet de former des billes d' environ 2 mm de diametre au contact 
du CaCl 2 . Aprds repos de 20 mn dans la solution de CaCl 2 , les billes sont lavees 2 fois de 
suite par du NaCl 0,9 %. 

La figure 2 montre que le contact avec des nanospheres recouvertes de HA 
amphiphiles substitu£s a differents taux par des chaines k 18 ou 12 atomes de carbone, ne 

20 perturbe pas significativement la proliferation et l'activife m&abolique des chondrocytes 
dans cet environnement. 



REVENDICATIONS 

1. Particules dont le coeur est k base d'au moins un polymere organosoluble 
5 biodegradable, caracterisees en ce qu'elles sont revetues, au moins partiellement en 

surface, de hyaluronane ou de Tun de ses derives. 

2. Particules caracterisees en ce que le hyaluronane est un hyaluronane 
amphiphile et hydrosoluble. 

3. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que le 
10 hyaluronane est un hyaluronane dont les fonctions carboxyliques sont en partie 

transform^es pour figurer des groupes hydrophobes. 

4. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, caracterisees en 
ce que le hyaluronane est un hyaluronane dont les fonctions carboxyliques sont en partie 
esteriftes & Taide d'au moins un groupe choisi parmi des chaines alkyles, lindaires ou 

15 ramifiees, satur6es ou insaturees pouvant 6tre interrompues par un ou £lusieurs 
heteroatomes et le cas echeant substituees par un noyau aromatique et des oligomeres 
derivant d'a-hydroxyacides. 

5. Particules selon la revendication 4, caracterisees en ce que le hyaluronane 
est esterifie k raison d'au plus 10 % de ses fonctions carboxyliques par une chaine alkyle 

20 possedant environ 18 atomes de carbone. 

6. Particules selon la revendication 5, caracterisees en ce que le taux 
d'esterification est inferieur k6%. 

7. Particules selon la revendication 4, caracterisees en ce que le hyaluronane 
est esterifie a raison d'au moins 25 % de ses fonctions carboxyliques par une chaine alkyle 

25 possedant environ 12 atomes de carbone. 

8. Particules selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisees en ce que le polymere organosoluble biodegradable est ou derive d'un 
polymere biodegradable synthetique ou naturel. 

9. Particules selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
30 caracterisees en ce que le polymere organosoluble biodegradable est un polymere choisi 

parmi les polyesters de type poly(acide lactique), poly(acide glycolique), poly(e- 
caprolactone), les polyanhydrides, poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, 
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poly(aJkylene tartrate), polyphosphates, polyaminoacides, polyamidoamines 
polycarbonate, polymehtylidenemalonate, polysiloxane, polyhydroxybutyrate, poly(acide 
malique), Ieurs copolymeres ou derives. 

10. Particules selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterisees en 
ce que le polymere organosoluble biodegradable est choisi parmi le poly(acide lactique), 
poly(acide glycolique), poly(caprolactone) et leurs copolymeres. 

11. Particules selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterisees en ce qu'elles comprennent en outre au moins une matiere active biologique 
ou synthetique encapsulee dans le cosur de polymere. 

12. Particules selon la revendication 11, caracterisees en ce que la matiere 
active encapsulee est au moins une matiere biologique choisie parmi les peptides 
proteines, carbohydrates, acides nucleiques, lipides, polysaccharides, antigenes, enzymes' 
hormones, recepteurs, vitamines, les composes matriciels comme par exemple les 
glycosaminoglycanes, les facteurs biologiques impliques dans le processus de regeneration 

1 5 et/ou protection du cartilage et leurs melanges. 

13. Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que la matiere active 
est une au moins matiere active synthetique notamment de type medicament choisie parmi 
les composes anti-inflammatoires, anesthesiants, agents chimiotherapeutiques 
immunotoxines, agents immunosuppresseurs, steroides, antibiotiques, antiviraux 
antifongiques, antiparasitics, substances vaccinantes, immunomodulateurs et 
analg6siques. 

14. Particules selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent jusqu'a 95 % en poids d'une matiere active. 

15. Particules selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterisdes en ce qu'elles possedent une taille comprise entre 50 nm et 600 urn et de 
preference entre 80 nm et 250 urn. 

16. Particules selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisees en ce qu'il s'agit de nanoparticules. 

17. Particules selon l'une quelconque des revendications 1 a 15, caracterisees 
30 en ce qu'il s'agit de microparticules. 

18. Particules selon l'une quelconque des revendications 2 a 17, caracterisees 
en ce qu'elles sont obtenues par la technique d' emulsion/evaporation du solvant en 
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utilisant atitre d'agent stabilisant d'6mulsion au moins ledit hyaluronane amphiphile. 

19. Vecteur biologique caracteris6 en ce qu'il comprend au moins des 
particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 18. 

20. Utilisation de particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 18, 
5 ou d'un vecteur selon la revendication 19 pour encapsuler au moins une matiere active. 

21. Composition pharmaceutique ou de diagnostic comprenant au moins des 
particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 18 ou un vecteur selon la 
revendication 19, associe(es) le cas echeant a au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et compatible. 

10 22. Utilisation de hyaluronane ou deriv6 a titre d' agent de ciblage en surface de 

particules ou de capsules. 

23. Utilisation selon la revendication 22, caracterisee en ce que le hyaluronane 
est un hyaluronane amphiphile tel que d6fini en revendications 2 a 7. 

24. Utilisation selon la revendication 22 ou 23, caracterisee en ce que les 
1 5 particules ou capsules sont des nano- ou micro-spheres ou des nano- ou micro-particules. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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